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RESUMEN     
La investigación planteada se enfocó hacia dos vertientes principales: por un 
lado, se basó en el estudio de la producción de sustancias de alto valor indus-
trial (ectoína, polihidroxialcanoatos (PHAs) y exopolisacáridos (EPSs)) a partir 
de emisiones diluidas de metano  (CH4) en dos biorreactores de columna de 
burbujeo, uno inoculado con un microorganismo metanótrofo halotolerante y 
alcalófilo, Methylomicrobium alcaliphilum 20 Z (R1), y otro con un consorcio 
metanótrofo enriquecido a partir de fuentes salinas de producción de metano 
(R2). Además, se probaron dos concentraciones de magnesio: 0.2 g Mg2+ L-1 

(condición 1) y 0.02 g Mg2+ L-1 (condición 2) para comprobar cómo este nu-
triente específico afectaba a la producción de ectoína, PHAs y EPSs, así como 
a la degradación de CH4. Los resultados mostraron que la presencia de Mg2+ 
fue determinante en la producción de ectoína, ya que a concentraciones ma-
yores de Mg2+ los valores de ectoína obtenidos (94.5 ± 18.2 y 73.2 ± 6.3 mg 
ectoína g biomasa-1, en R1 y R2, respectivamente) fueron 2 veces mayores 
que los detectados a baja concentración (53.0 ± 13.7 y 55.9 ± 11.2 mg ec-
toína g biomasa-1, en R1 y R2, respectivamente). En el caso de los EPSs se 
observó también el doble de producción de este subproducto bajo altas con-
centraciones de Mg2+ hallándose valores de 2150 ± 357 y 2300 ± 608 mg 
EPSs L-1, en R1 y R2, respectivamente. Sin embargo, el efecto contrario fue 
observado en el estudio de producción de PHAs, donde menores concentra-
ciones de Mg2+ fomentaron la producción de más PHAs en R2, ya que se trata 
de formaciones biopoliméricas que aparecen cuando hay escasez de algún 
nutriente esencial en el medio y están relacionadas con poblaciones mixtas 
(1.4 ± 0.3 mg PHAs g biomasa-1 con 0.2 g Mg2+ L-1 frente a valores de 2.1 ± 
0.3 mg PHB g biomasa-1). En el caso de la degradación de CH4, el Mg2+ a las 
concentraciones probadas no tuvo un efecto determinante. Por otro lado, se 
realizó una investigación simultánea basada en el enriquecimiento, selección, 
aislamiento e identificación de microorganismos metanótrofos novedosos. En 
esta investigación, se aislaron dos nuevas especies de bacterias, Halomonas 
sp. y Alishewanella sp. En ambos casos, se determinó su capacidad de elimi-
nar CH4 y en el caso de Halomonas sp. se determinó como productor de ec-
toína. Además, se optimizaron sus condiciones de crecimiento y se evaluaron 
las posibles fuentes de carbono que podían metabolizar. Los resultados obte-
nidos en este trabajo confirman la viabilidad técnica de una nueva generación 
de biorrefinerías basadas en el tratamiento de emisiones de metano a través 
de metanótrofos extremófilos. Además, este estudio prueba la importancia de 
las condiciones de operación dependiendo del subproducto que se quiera 
sintetizar en la industria. 

PALABRAS CLAVE: Tratamiento de CH4, Ectoína, PHAs, EPSs, Metanótrofos, 
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z, Biorrefinería.                                                           
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ABSTRACT 
 
The research here presented was focused on two main aspects: On the one 
hand, the first study was based on the production of high added value prod-
ucts (ectoine, polyhydroxyalkanoates (PHAs) and exopolysaccharides (EPSs)) 
combined with the abatement of methane. Two bioreactors inoculated with 
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z (R1), and with new consortia of metha-
notrophic bacteria enriched from high salinity sources (R2) were operated. 
Moreover, two different magnesium concentrations; 0.2 g Mg2+ L-1 (condition 
1) and 0.02 g Mg2+ L-1 (condition 2) were tested. The results obtained showed 
that Mg2+ had an effect on ectoine production since under condition 1 (94.5 ± 
18.2 and 73.2 ± 6.3 mg ectoine g biomass-1 in R1 and R2, respectively) the 
ectoine detected was twice higher than under condition 2 (53.0 ± 13.7 and 
55.9 ± 11.2 mg ectoine g biomass-1 in R1 and R2, respectively). The same 
effect of Mg2+ was observed in EPSs detection, since the EPSs values ob-
tained in condition 1 (2150 ± 357 and 2300 ± 608 mg EPSs L-1 in R1 and R2, 
respectively) were 2 times higher than in condition 2. However, the opposite 
response was detected when studying PHAs, where lower Mg2+ concentrations 
promoted higher PHAs values in R2 (1.4 ± 0.3 mg PHAs g biomass-1 at 0.2 g L-

1 Mg2+ compared to 2.1 ± 0.3 mg PHAs g biomass-1 at 0.02 g Mg2+ L-1). Re-
garding methane abatement, no effect of Mg2+ concentrations was detected. 
Additionally, another research was carried out based on the enrichment, se-
lection, isolation and identification of new methanotrophic microorganisms. 
The microorganisms found capable of degrading methane and producing ec-
toine were classified as novel species of the genera Halomonas and 
Alishwanella, two marine genera that until now had not been determined as 
methanotrophs. In both cases, they were determined as methane degrading 
bacteria and in the case of Halomonas sp. it was also described as an ectoine 
producer. Furthermore, the optimal conditions together with the possible 
sources of energy used for their growth were evaluated. This work confirmed 
the technical feasibility of a new generation of biorefineries based on the 
abatement of diluted methane emissions using extremophile methanotrophs 
and demonstrated the importance of the operational conditions on the pro-
duction of high added value products demanded by the industry.  

KEYWORDS: Treatment of CH4, ectoine, PHAs, EPSs, Methylomicrobium al-

caliphilum 20Z, methanothrophs, biorefinería
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1.1 Problemática ambiental 
El metano es el segundo gas más importante de efecto invernadero (GEI), 
representa un 20% del total de GEIs (Figura 1), posee un potencial de calen-
tamiento global 25 veces más alto que el del CO2 y su concentración atmosfé-
rica aumenta preocupantemente cada año (0.2-1%) debido principalmente a 
actividades antropogénicas [1][2]. 

 

Figura 1: Contribución de los diferentes GEI tal como se prevé en el protocolo de Kyoto y Montreal a la 
concentración global de gases de invernadero en 2012 (472 ppm CO2 eq)[3]. 

A pesar de que el metano se produce naturalmente en la digestión anaerobia 
de la materia orgánica por la acción última de microorganismos metanogéni-
cos [4], su concentración atmosférica ha alcanzado concentraciones de hasta 
un 150% superiores a las de la era pre-industrial [5][3], principalmente debi-
do al incremento de producción de este gas como causa de las actividades 
humanas (Figura 2), las cuales representan un 60% del total de emisiones de 
metano[6][7]. Las principales fuentes antropogénicas son: zonas de extrac-
ción y transporte de gas natural (33%), la fermentación entérica (granjas de 
rumiantes) (22%), gestión de residuos (20%), minas de carbón (9%), gestión 
de estiércol (8%) y otros (6%) (Figura 3) [8][9]. 
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Figura 2. Se muestran los cambios en las concentraciones atmosféricas globales de los gases de efecto 
invernadero en diferentes colores. En color verde aparece la concentración en ppm del dióxido de car-
bono; en color rojo aparece el monóxido de nitrógeno en concentraciones de ppb; Las concentraciones 
de metano se representan el color naranja también en ppb [10]. 

 

Figura 3. Principales fuentes emisoras de metano producidas por el hombre en 2015 [11]  

 
Si bien es verdad que el metano producido a través de actividades humanas 
se puede usar para recuperar energía, para ello se requieren concentraciones 
de este gas mayores al 30% (v/v) en la emisión gaseosa [7][12]. El problema 
es que dichas emisiones, sólo se encuentran en escenarios limitados, como 
es el caso de grandes vertederos o de plantas de tratamiento de aguas resi-
duales, en los cuales se puede producir energía por combustión de biogás (ya 
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que su incineración es altamente exotérmica). En el resto de los casos (56 % 
del total de emisiones antropogénicas [6]), las emisiones de metano contie-
nen concentraciones de este gas por debajo del 5% (emisiones diluidas y di-
fusas), lo que no las hace eficientes, ni adecuadas económicamente para la 
recuperación de energía [13][7][14]. Estas emisiones diluidas y difusas de 
CH4 se pueden encontrar en antiguos vertederos (0-20%), en minas de carbón 
a cielo abierto (0.1-1%), en tanques cubiertos de almacenamiento de estiércol 
líquido (0-3%), o en operaciones donde el ganado está confinado (< 1%)[7].  

Debido a los crecientes daños que está generando el metano, tanto ambien-
tales como a la salud humana y la economía, se han desarrollado diferentes 
estrategias políticas y sociales para combatir las emisiones de GEIs 
[15][16][12][17][18][5]. En este contexto, los miembros de las Naciones Uni-
das se han comprometido a reducir las emisiones de los GEIs con el objetivo 
de mantener la temperatura media global 2°C por encima de los niveles pre-
industriales, siendo por tanto fundamental la reducción de la llegada de estos 
gases a la atmósfera. Así mismo, la Unión Europea, siguiendo la tendencia del 
conjunto de medidas adoptadas en 2012 y según el último informe publicado 
en octubre de 2014 “Tendencias y Proyecciones” se ha propuesto alcanzar en 
2020 niveles de GEIs por debajo del 21% de los niveles de 1990. Si las medi-
das adicionales previstas por los Estados miembros (adopción de la Directiva 
sobre eficiencia energética, cumplimiento de los objetivos en emisiones de 
flotas de coches y caravanas, y un nuevo reglamento sobre gases fluorados) 
se aplicasen completamente, la reducción global de GEIs podría alcanzar en 
2020 hasta el 24% en comparación con 1990. A nivel nacional, España ha 
desarrollado la Estrategia Española de Cambio Climático y Energía Limpia 
(EECCEL) 2007-2012-2020, la cual forma parte de la Estrategia Española de 
Desarrollo Sostenible (EEDS), como medida de prevención del cambio climáti-
co y sus efectos, adoptando diferentes medidas de actuación en contribución 
al desarrollo sostenible y energía limpia [18]. Además, en el caso de Castilla y 
León, también se han definido una serie de actuaciones con el objetivo de 
impulsar, coordinar y evaluar las actuaciones de lucha contra el cambio climá-
tico en la llamada Estrategia Regional contra el Cambio Climático en Castilla y 
León 2009-2012-2020 [19].  
 

Con el fin de solventar la problemática ambiental generada por estas emisio-
nes de metano, se han desarrollado diferentes formas de tratamiento que se 
comentan a continuación. 

 

1.2 Métodos de tratamiento 
Existen métodos de tratamiento físico-químicos para reducir las emisiones de  
metano, como la incineración y la adsorción en carbono activo [20][16]. Sin 
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embargo, éstos no son ni sostenibles ni económicamente viables para el tra-
tamiento de emisiones diluidas de metano, porque generan compuestos se-
cundarios nocivos y además, su coste es muy elevado [21]. A este respecto, 
una alternativa prometedora para controlar las emisiones de CH₄ a la atmós-
fera, ya probada como eficaz y respetuosa con el medio ambiente en el tra-
tamiento de otras emisiones gaseosas industriales de sustancias orgánicas 
volátiles y odoríferas, son los tratamientos biológicos de oxidación en bio-
rreactores específicos. 

Estos reactores biológicos se basan en el tratamiento de sustancias nocivas 
para el medio ambiente y la salud humana a través de la acción de microor-
ganismos especializados, ya sean bacterias, algas u hongos. Dichos trata-
mientos, además de poseer bajo coste son mucho más eficientes en la elimi-
nación de corrientes gaseosas con contaminantes o compuestos olorosos que 
los métodos físico-químicos, especialmente cuando estos contaminantes se 
encuentran en baja concentración en la emisión, además los tratamientos 
biológicos son ambientalmente más respetuosos [22][23]. 

En el caso de las tecnologías de tratamiento biológico del metano llevan desa-
rrollándose desde hace aproximadamente 40 años. Las configuraciones de 
biorreactores que se han aplicado hasta ahora se clasifican en dos grupos 
diferentes: (i) biorreactores de lecho empacado y (ii) biorreactores de creci-
miento en suspensión. Entre las biotecnologías convencionales, las tecnolo-
gías de lecho compacto: biofiltros y biofiltros percoladores, son las más utili-
zadas para la reducción del metano, mientras que los reactores de crecimien-
to en suspensión más representativos son los tanques agitados y los biorreac-
tores de burbujeo.  

Sin embargo, a pesar de todas las ventajas que presentan los sistemas bioló-
gicos, su viabilidad técnico-económica para eliminar metano se encuentra 
todavía limitada a causa de: a) La baja transferencia del metano desde la 
emisión gaseosa a la comunidad microbiana como resultado de su baja solu-
bilidad acuosa; b) los pocos estudios que existen sobre el crecimiento, estabi-
lidad y afinidad microbiana por el CH₄, así como la producción de sustancias 
de alto valor añadido por los microorganismos que degradan metano, dentro 
de los cuales destacan los osmoprotectores como la ectoína, cierto tipo de 
polímeros biodegradables (polihidroxialcanoatos (PHAs)) y los exopolisacári-
dos (EPSs), usados en un amplio abanico de sectores industriales [1][21][22]. 

 

1.3 Microbiología del tratamiento de metano 
El tratamiento biológico del metano se lleva a cabo por una serie de bacterias 
y arqueas denominadas metanótrofas. Los metanótrofos son los únicos mi-
croorganismos capaces de usar metano como única fuente de carbono y 
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energía. Se clasifican en el grupo bacteriano de los metilotróficos, conforma-
do por organismos que utilizan sustratos con un solo átomo de carbono para 
su metabolismo [4].  Los metanótrofos son principalmente aerobios (MOB) y 
oxidan el metano usando como aceptor de electrones el oxígeno y producien-
do dióxido de carbono y agua (CH4 + 2O2 →  CO2 + 2H2O) [25][4]. Sin embar-
go, estudios recientes han demostrado que algunos metanótrofos también 
son capaces de utilizar como fuente de carbono compuestos con más de un 
átomo de carbono bajo ciertas condiciones ambientales [23][26][27][28][29]. 

Los metanótrofos se han clasificado clásicamente dentro de tres grupos taxo-
nómicos de acuerdo a sus características morfológicas y fisiológicas: metanó-
trofos de tipo I (γ-proteobacteria), tipo II (α-proteobacteria) y tipo X [23][4]. Los 
de tipo I y II se diferencian en la ruta metabólica usada para la asimilación del 
formaldehido: normalmente los de tipo I asimilan el formaldehido vía ribulosa 
monofosfato (RuMP), mientras que los de tipo II utilizan la ruta de la serina. 
Los metanótrofos de tipo X utilizan la ruta RuMP para asimilar formaldehido, 
aunque sintetizan ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa propia de la ruta de la 
serina para fijar CO2. Además, crecen a temperaturas mayores que los de tipo 
I y II [4][30]. 

Gracias al creciente desarrollo de la genómica y transcriptómica se ha desa-
rrollado una clasificación filogenética de los metanótrofos más moderna y 
rigurosa basada en el gen 16S rARN. De acuerdo a ésta, los metanótrofos se 
clasifican principalmente en tres grupos filogenéticos: Alphaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria y Verrucomicrobia [31][32]. Entre los metanótrofos 
más destacados de la clase Gammaproteobacteria, se encuentran los géne-
ros Methylomonas, Methylobacter, Methylomicrobium y Methylococcus. En el 
caso de la clase de  Alphaproteobacteria destacan Methylocapsa, Methyloce-
lla Methylosinus y Methylocystis. Por último, a la clase Verrucomicrobia perte-
nece el género Methylacidiphilum [31][23]. 

Además de la clasificación filogenética, los metanótrofos suelen dividirse te-
niendo en cuenta la presencia de su enzima más esencial, la metano 
monooxigenasa (MMO), que se encarga de oxidar el metano a metanol. Esta 
enzima puede diferenciarse en dos grupos: la MMO particulada (pMMO), que 
se encuentran en la membrana citoplasmática y la MMO soluble (sMMO), pre-
sente en el citoplasma. La sMMO utiliza NADH + H+ como donador de electro-
nes, además tiene un sitio catalítico para el hierro. Esta enzima se ve regula-
da por la presencia de cobre (Cu2+) y es inhibida con altas concentraciones de 
éste. Las sMMO han sido encontradas en metanótrofos de tipo II y tipo X 
[4][22][32], aunque recientemente se ha encontrado que los de tipo I tam-
bién son capaces de sintetizarlas [33]. Las pMMOs necesitan hierro y cobre 
para ser catalíticamente activas. En este caso, la alta presencia de Cu2+ las 
favorece, pudiendo aparecer en cualquier tipo de metanótrofo que crezca en 
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presencia de este compuesto con una concentración mayor a 0.8 µM 
[34][35][4][25]. Además, la presencia de un tipo u otro de monooxigenasa 
viene dado por las diferencias de concentración de oxígeno y metano que hay 
en el entorno de la bacteria. De este modo, una alta concentración de metano 
y baja concentración de oxígeno favorece la presencia de metanótrofos de 
tipo II, mientras que, en el caso contrario, favorece la presencia de los de tipo 
I [25].Una vez obtenido el metanol por las sMMO, el siguiente paso de la ruta 
metabólica es la bio-conversión de metanol a formaldehido (Figura 4). En este 
paso entran en juego las enzimas metanol deshidrogenasas [4][22]. El for-
maldehido es transformado a ácido fórmico por acción de las enzimas for-
maldehido deshidrogenasas o a biomasa a través de las rutas RuMP, o a tra-
vés de la ruta de la serina [22]. 

 

Figura 4: Rutas de oxidación del metano para metanótrofos tipo I y II. sMMO, metano monooxigenasa 
soluble; pMMO, metano monooxigenasa particulada; MDH, metanol deshidrogenasa; FDH, formiato 
deshidrogenasa; FALDH, formaldehído deshidrogenasa; cyt red/ox citocromo reducido / oxidado; 
STHM, serina hidroximetiltransferasa: H6PS, sintasa hexulosa-6-fosfato. Las líneas continuas hacen 
referencia a  un flujo unidireccional en la ruta, mientras que las  discontinuas representan rutas alter-
nativas [4][32].  

 

Los factores ambientales más relevantes para el crecimiento de los metanó-
trofos son la temperatura, el pH, así como los nutrientes presentes en el me-
dio de crecimiento (ya sean macronutrientes o elementos traza). Las condi-
ciones óptimas para el crecimiento de la mayor parte de los metanótrofos, así 
como para la oxidación del metano, son un contenido de agua del 20 a 35%, 
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temperaturas entre 25 y 35ºC, pH entre 7 y 7.65 (aunque también se han 
encontrado metanótrofos en ambientes alcalinos con pHs alrededor de 9 y 
otros en medios ácidos con pHs por debajo de 7) [4][36][37], concentraciones 
de amonio bajas entre 12 y 61 µM [38] ya que compite con la MMO por el 
sitio de unión al metano, y concentraciones de cobre superiores a 0,86 µmol 
Cu2+ g biomasa-1, que aumentan la expresión de pMMO, potenciando la bio-
degradación de CH4 en metanótrofos de tipo I [35][23]. 

 

1.4 Bioconversión de metano a productos de alto valor añadido 
Los metanótrofos son capaces de catalizar un gran número de biotransforma-
ciones, por ello han adquirido una gran importancia en el campo de la biorre-
mediación (principalmente de metales pesados),  así como en el área biotec-
nológico de síntesis de sustancias de alto valor comercial [39][25][24]. Den-
tro de este campo, los principales compuestos que se han empezado a pro-
ducir a partir de organismos metanótrofos son [24]: 

 

 Osmoprotectores internos como la ectoína [25], que tienen un impor-
tante valor farmacéutico por su carácter antioxidante y estabilizador de 
los componentes celulares. 

 Biopolímeros   

1. Polímeros de almacenamiento interno: polihidroxialcanoatos. 
Son polímeros de almacenamiento bacterianos intensamente in-
vestigados por su potencial como sustitutos de los plásticos deri-
vados de la industria del petróleo.  
2. Polisacáridos extracelulares o exopolisacáridos: las propiedades 
coloidales y adhesivas de los polisacáridos extracelulares y sus 
efectos sobre la reología de los líquidos hacen que se utilicen en 
las industrias de alimentos y productos no alimentarios tales como 
las industrias farmacéuticas, textil y del petróleo. 

 

 Lípidos para la producción de biodiesel o como suplementos para la 
salud humana (reducción del colesterol).  

 Productos metabólicos solubles como metanol, formaldehido y ácidos 
orgánicos.  

 Óxido de propileno por catálisis de la célula entera (la amplia gama de 
sustratos para las MMO permite a las enzimas degradar los contami-
nantes del suelo, generar productos como 1- y 2-alcoholes de los C1-
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Figura 5. Estructura molecular de la ectoína 

C8 n-alcanos, 1,2-epóxidos de los alquenos terminales y etanol / eta-
nal del éter dietílico).  

 Vitamina B12.  

 Single-Cell Protein: proteína utilizada tanto para alimentación animal 
como humana. 

1.4.1Ectoína 
La ectoína (ácido 2-metil-1,4,5,6-tetrahidro-4-pirimidinocarboxílico) cuya es-
tructura molecular se representa en la Figura 5, es un compuesto soluble en 
agua que tiene bajo peso molecular. Proporciona equilibrio osmótico a un 
gran número de bacterias halotolerantes, sin intervenir en sus procesos esen-
ciales y el metabolismo celular [1][40]. Además, es uno de los productos sin-
tetizados por microorganismos más valiosos, ya que es un estabilizante de 
enzimas, complejos de ADN-proteína y ácidos nucleicos.  
 
 

 

 

 

La ectoína tiene un valor importante en la industria farmacéutica, su precio en 
venta es de aproximadamente $1000 kg-1 y su consumo global representa 
15000 t año-1 [24][12]. En las últimas dos décadas, la producción de ectoína 
mediante procesos bacteriológicos está recibiendo especial atención, debido 
a que se consigue una síntesis más específica que con procesos químicos y 
es más rentable económicamente [40]. Actualmente, este compuesto 
solamente es producido industrialmente por la bacteria Halomonas elongata. 
Esta cepa puede reutilizarse hasta 9 veces en la producción de ectoína, tiene 
alta tolerancia a la sal y puede sintetizar ectoína eficazmente y excretarla al 
medio por choque osmótico. Sin embargo, su cultivo está limitado por el alto 
requerimiento de oxígeno, carbono y los efectos corrosivos de las altas 
concentraciones de sal utilizadas (12%) [41][42].  

En el campo del tratamiento de metano, el grupo de Khemelenina y col. aisla-
ron y caracterizaron en 1997 la primera cepa halotolerante metanotrófica 
alcalófila en los lagos de sosa de Tuva en Asia Central, Methylomicrobium 
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alcaliphilum 20Z. Estudios posteriores demostraron que esta bacteria era 
capaz de expresar las tres enzimas específicas en la vía de la síntesis de ec-
toína de otras bacterias heterotróficas halotolerantes (EctA, EctB y EctC) (Figu-
ra 6) y que las condiciones ambientales eran cruciales para la expresión de 
dichas enzimas [43][44]. Sin embargo, hasta el año 2014 este organismo 
sólo fue estudiado genéticamente. Debido al alto interés que tiene la produc-
ción de este compuesto vinculada a la degradación de metano, el equipo de 
Muñoz y col. comenzó en 2015 una línea de investigación basada en la pro-
ducción de ectoína a partir de emisiones difusas de metano, donde por prime-
ra vez se demostraba que era posible la producción de ectoína a partir de 
metano en biorreactores inoculados con Methylomicrobium alcaliphilum 20Z. 
Hasta ahora, esta investigación ha demostrado las condiciones operacionales 
y ambientales más favorables para la producción de esta sustancia y ha com-
probado que era posible producir dicha molécula en biorreactores operados 
en continuo inoculados con Methylomicrobium alcaliphilum 20Z [1][6]. 
 

 

 
Figura 6. Ruta metabólica de la biosíntesis de la ectoína en Methylomicrobium alcaliphilum 20Z [45]. 
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1.4.2 Bioplásticos 
Otro producto de alto valor añadido producido por metanótrofos son los po-
lihidroxialcanoatos (PHAs), se trata de compuestos de la familia de los biopo-
liésteres, sintetizados por un gran número de microorganismos. Cada molécu-
la de PHA se forma por unos 600 hasta 35000 radicales de ácidos grasos 
hidroxilados (Figura 7). Esta molécula proporciona a los microorganismos pro-
tección frente a situaciones de estrés ambiental, como son una mayor tole-
rancia frente al calor, luz UV y choques osmóticos. Además, los PHAs sirven 
como fuente de carbono y energía a los microorganismos en condiciones de 
ayuna. La ruta de producción de PHAs por metanótrofos ha sido estudiada y 
sigue tres pasos  secuenciales: (1) el metano es introducido dentro de la célu-
la, (2) dicho metano es transformado a hidroxialcil (HA) coA tioéster, y (3) se 
forma a partir de monómeros de HA por polimerización el biopolímero (PHAs) 
con enlaces éster [46][47][48][49] (Figura 8). 

El interés comercial de este bioproducto reside en su potencial para sustituir 
el plástico convencional producido a partir de combustibles, (principalmente 
el polietileno y el polipropileno), ya que es biocompatible, biodegradable y po-
see buenas propiedades mecánicas [50][51]. Desde hace 40 años, empresas 
involucradas en I+D tales como Metabolix, Biomer, ICI o Jiangmen Biotech 
Center se han centrado en la producción a escala industrial de polihidroxial-
canoatos, principalmente en la obtención de PHB (polihidroxibutirato) y los 
copolímeros de poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), poli (3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (P3HB4HB) y poli (3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxihexanoato) (PHBHx). Dichas producciones a gran escala han consegui-
do acumulaciones de PHAs entre 50 y 90 % del peso seco celular, productivi-
dades  entre 400 a 2500 g PHAs m-3 h-1, así como un coste de producción 
entre 4 a 20 € kg PHAs-1 dependiendo del tipo de biopolímero obtenido, de la 
cepa microbiana utilizada, de la fuente de carbono y de la pureza obtenida en 
el producto [52][53][54]. A pesar de que, durante los últimos 10 años, se ha 
estado estudiando el uso de nuevas materias primas con el fin de disminuir el 
precio de los bioplásticos, la producción de PHAs aún está limitada por el cos-
te de la materia prima, que representa entre un 30 – 40% del coste total de 
producción [50][47][55]. 

En este contexto, las emisiones residuales de metano pueden ser una gran 
fuente para la producción de bioplásticos por metanótrofos, ya que el uso de 
este metano residual como fuente de carbono implicaría una disminución 
considerable en los costes de producción mientras que, al mismo tiempo, se 
reduciría el impacto medioambiental de las emisiones de gases de efecto in-
vernadero [56][25].  

Hasta el momento, se han producido bioplásticos con metanótrofos de tipo II 
a partir de la ruta de la serina, mostrada en la Figura 8 [15][53]. La capacidad 
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de las bacterias metanotróficas y metilotróficas para producir PHB se descri-
bió para varias cepas en 1970, en el trabajo realizado por Whittenbury y col 
[57] ,y ha sido de interés constante durante décadas [58][57][59][60]. Sin 
embargo, el PHA más producido ha sido el PHB, cuya aplicación en el merca-
do está aún bastante limitada por su baja estabilidad térmica y lenta cristali-
zación. Por eso las investigaciones más recientes usando metanótrofos para 
la producción de bioplásticos se están centrando en la producción de copolí-
meros como los PHBV con propiedades industriales mejores [62][64]. En este 
contexto, la última investigación llevada a cabo por el equipo de Myung y col. 
(2016) ha conseguido obtener altas concentraciones de los copolímeros 
PHBV, P3HB4HB, poly(3-hydroxibutirato-co-6-hydroxihexanoato-co-4-
hydroxibutirato) (P3HB6HHx4HB), usando metano y ácidos grasos como fuen-
tes de carbono. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estructura molecular de los polihidroxialcanoatos. La nomenclatura y el número de carbonos 
para los compuestos de PHA es determinado por el grupo funcional alquil -R. El asterisco denota el 
centro quiral del bloque a partir del cual se forma el PHA [64]. 
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Figura 8. Ruta metabólica de producción de PHA en los metanótrofos de tipo II. Las flechas punteadas 
indican la existencia de intermedios no mencionados en la figura. Adaptado de [51][65][66]. 

 

 

1.4.3 Exopolisacáridos 
La producción de exopolisacáridos o EPSs a partir células metanótrofas es 
otro de los objetivos de la presente investigación. Los exopolisacáridos for-
man un grupo compuesto por una amplia variedad de polisacáridos, proteí-
nas, glicoproteínas y glicolípidos que son excretados al medio o bien quedan 
adheridos a la célula en forma de cápsulas como se puede ver en la Figura 9 
[67][68][69]. 

 
Figura 9. Acumulación de exopolisacáridos alrededor del microorganismo Escherichia coli durante su 
crecimiento en placa [70]. 
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Los microorganismos que poseen la capacidad de producir estos polisacári-
dos son de diferente naturaleza. Hasta ahora se conoce que ciertos microor-
ganismos como las bacterias del ácido láctico (Leuconostoc mesenteroides o 
Lactobacillus brevi), cepas de Pseudomonas aeruginosa y Xanthomonas 
campestris y algunos organismos eucariotas, como algas o levaduras, son 
capaces de producir EPSs [69][67][68]. Los exopolisacáridos son excretados 
por los microorganismos cuando se encuentran sometidos a altas relaciones 
C/N, o bien a agentes externos dañinos o estresantes. Estos exopolisacáridos 
intervienen naturalmente en la producción de biopelículas, constituyendo un 
entorno dinámico en el que las células bacterianas pueden alcanzar un esta-
do de homeostasis y una óptima organización para hacer uso de todos los 
nutrientes disponibles, así como para protegerse frente sustancias nocivas 
[71][72][73]. 

Desde el punto de vista industrial, están tomando un gran interés por sus 
propiedades adhesivas y para formar coloides, además de los efectos que 
causan en la deformación de líquidos, usándose en la industria alimentaria, 
farmacéutica, textil y petrolera. La producción industrial de EPSs se basa prin-
cipalmente en obtener polisacáridos a partir de microorganismos heterótro-
fos, como xantano (4-13 Kg-1), dextrano (30-50 Kg-1), hialuronano, alginato o 
gellan. Sin embargo, su producción aún está muy limitada, principalmente 
debido a los altos costes de los sustratos de carbono requeridos, así como a 
los elevados costes que se derivan de la purificación de los EPSs 
[74][72][25]. 

En este contexto, el metano podría usarse como fuente de carbono para la 
producción de EPSs. Hasta ahora, dicha producción se ha observado en  me-
tanótrofos de tipo I y II, demostrándose en varios estudios que la síntesis más 
rápida de EPSs ocurre en la ruta de la ribulosa monofosfato (RuMP) de me-
tanótrofos de tipo I como Methylomonas y Methylobacter [75][76]. Sin em-
bargo, algunos estudios afirman que la síntesis de EPSs podría afectar nega-
tivamente a las tasas de eliminación de metano, ya que su acumulación alre-
dedor de los flóculos podría disminuir la difusión de este gas [76][77]. 

 

1.5 Perspectiva 
Hasta ahora se conoce muy poco de la síntesis de sustancias de alto valor por 
metanótrofos, sin embargo, la bioconversión de las emisiones de metano a 
productos de alto valor industrial es posiblemente la solución definitiva para 
combatir los efectos adversos de las emisiones diluidas de metano en el me-
dio ambiente y la producción de sustancias biodegradables y ambientalmente 
respetuosas.  
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A pesar de que se ha conseguido producir ectoína, PHAs y EPSs con metanó-
trofos, estos estudios aún son muy pioneros y no se han probado en la mayo-
ría de los casos en biorreactores operando en continuo. Además, cabe desta-
car que nunca se ha probado una producción conjunta de estas tres sustan-
cias de alto valor en reactores para el tratamiento de metano [12].  

Por eso esta investigación se ha enfocado hacia dos vertientes diferentes: 1) 
tratar de aislar microorganismos metanótrofos novedosos capaces de produ-
cir ectoína combinado con la degradación de metano con el fin de encontrar 
cepas más eficientes en la producción de ectoína y degradación de metano y 
2) producir ectoína, PHAs y EPSs en reactores biológicos a partir de Methylo-
microbium alcaliphilum 20Z, así como a partir de un consorcio metanótrofo 
novedoso. De esta manera, se llevará a cabo por primera vez una evaluación 
sistemática de la viabilidad técnica y económica de una nueva generación de 
biorreactores basados en la bioconversión de metano a varias sustancias de 
alto valor económico, como son la ectoína, los PHAs, y los EPSs. 
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La investigación planteada tubo como objetivos, por un lado: aislar metanó-

trofos novedosos procedentes de fuentes salinas y determinar sus condicio-

nes óptimas de pH, temperatura y salinidad para su crecimiento y producción 

de ectoína.  Por otro lado, determinar la importancia de las condiciones de 

operación, en concreto la influencia del magnesio, para la producción conjun-

ta de sustancias de alto valor industrial (ectoína, PHAs y EPSs) a partir de 

emisiones diluidas de metano, operando dos biorreactores de columna de 

burbujeo inoculados, uno de ellos, con una cepa pura (Methylomicrobium al-

caliphilum 20Z) y el otro con un consorcio metanótrofo novedoso. 
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3.1 BIORREACTORES OPERADOS EN CONTINUO PARA LA ELIMINACIÓN 
DE CH4 COMBINADA CON LA PRODUCCIÓN DE ECTOÍNA, PHAs Y EPSs 
EN DIFERENTES CONDICIONES RESTRICTIVAS DE Mg2+. 
 

3.1.1 Químicos y medio mineral salino 
El medio mineral salino (MMS) usado en ambos reactores se preparó acorde 
a Kaluyzhnaya y col. (2008) con un pH final de 8.5 - 9.0. 

Descripción del medio mineral salino: 

NaCl 30 g 
MgSO4 · 7H2O 0.2 g 
CaCl2 · 2 H2O 0.02 g 
KNO3 1 g 
Elementos traza 10 mL 
Agua destilada tipo II Enrasar a 1000 mL 
 

Sales carbonato y buffer para la regulación del pH. Se añaden a 1 L de medio 
estéril a temperatura ambiente. 

NaHCO3 (1M) 50.0 mL 
Na2CO3 (1M) 5.0 mL 
Buffer fosfato 20.0 mL 
 

Buffer fosfato: 

KH2PO4 7 g 
Na2HPO4 · 12H2O 15 g 
Agua destilada tipo II Enrasar a 500 mL 
 

Solución de elementos traza: 

EDTA  5.00 g 
CuCl2 · 5H2O  0.10 g 
FeSO4 · 7H2O  2.00 g 
ZnSO4 · 7H2O  0.10 g 
NiCl2 · 6H2O  0.02 g 
CoCl2 · 6H2O  0.20 g 
Na2MoO4  0.03 g 
MnCl2 · 4H2O  0.03 g 
H3BO3  0.03 g 
Agua destilada tipo II Enrasar a 1000 mL 
 



 

                               Capítulo 3. Materiales y métodos 

24 
 

Todo el material, el medio y las sales se esterilizaron en autoclave a 121°C, 
1.2 atm durante 20 minutos. Las sales se esterilizaron por separado del me-
dio para evitar su precipitación y fueron añadidas cuando el medio alcanzó 
una temperatura inferior a 40 °C. El pH se llevó a 9 para obtener un medio 
alcalino a partir de la adición de las sales de carbonato y el buffer fosfato. 

 

3.1.2 Inóculos utilizados 
Se usaron dos inóculos de diferente naturaleza, uno para cada reactor: 

 
1. Un reactor (R1) se inoculó con una cepa pura, consistente en 

Methylomicrobium alcaliphilum 20Z, comprada en DSMZ (Deuts-
che Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Leib-
niz-Institut) para uso académico. Se trata de un organismo metanó-
trofo de tipo I, halófilo, alcalino tolerante y capaz de sintetizar ec-
toína en presencia de NaCl [79]. Fue comprado como un cultivo lí-
quido concentrado estéril que se conservó en tubos eppendorf de 1 
mL con un 30% de glicerol a - 80 °C. 

2.  El otro reactor (R2) se inoculó con un consorcio de metanótrofos 
enriquecido por el grupo de Muñoz y col. al 6% de NaCl y 10 % CH4 
(v/v) durante 7 ciclos de crecimiento, el cual fue posteriormente 
caracterizado por la técnica de clonaje en la Universidad de Wage-
ningen (Holanda). Este inóculo se estaba conformado principal-
mente por los órdenes: Xhantomonadales (62.5 %), Caulobactera-
les (12.5 %), Rhodobacterales (6.6 %), Sphingobacteriales (2.5 %), 
Rhizobiales (2.5 %), Tiotrichales (2.5 %), Rhodotermales (0.8 %), 
Methylococcales (1.7 %) y bacterias no clasificadas (8.4 %). 
 

En la preparación de los cultivos para inocular los reactores se usaron bote-
llas de 1200 mL estériles cerradas con septum de butilo estancos para gases 
y tapas de rosca. Se añadió MMS hasta un volumen de 190 mL y 10 mL de 
inóculo (5 % (v/v)) a cada botella. Parte del aire del espacio de cabezas de 
cada botella fue reemplazado por metano (para alcanzar aproximadamente 
50% v/v). El crecimiento se realizó en una incubadora a 25°C y 200 rpm has-
ta obtener una absorbancia de 0.2 (medida por densidad óptica (DO)).  
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Figura 10. Instalación de dos reactores de burbujeo utilizada en el presente estudio. 

 

3.1.3 Operación con diferentes condiciones de Mg2+ 
Como se puede ver en la Figura 10, se operaron dos biorreactores de colum-
na de burbujeo en continuo y mezcla perfecta de 2.5 L (Afora S.A., España). La 
corriente gaseosa de alimentación usada fue de 4% de CH4 (concentración 
típica encontrada en vertederos, minas de carbón, tanques de almacenamien-
to de estiércol y explotaciones de ganado vacuno y por debajo del límite de 
explosividad [80]). El flujo se fijó con el rotámetro de la Figura 10 en 47 mL 
min-1 para el reactor del consorcio (R2) y 50 mL min-1 para el reactor de 
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z (R1). Estos flujos fueron inicialmente di-
ferentes para compensar las diferentes presiones de los tanques y conseguir 
el mismo tiempo de residencia de gas (30 min). El metano se introdujo junto 
con el aire en los reactores a través de difusores de acero inoxidable porosos 
de 10 µm de poro situados en el fondo de cada reactor. La corriente de ali-
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mentación se obtuvo por la mezcla, en una cámara de mezcla de gases, de 
una corriente de CH4 puro procedente de la línea de metano del laboratorio 
(desde una bombona) y controlado por medio de un controlador de flujo mási-
co (Aalborg, EEUU) y aire. Este flujo y este volumen de reactor dieron como 
resultado un tiempo de residencia de aproximadamente 30 minutos. La ho-
mogenización del gas y la biomasa en el líquido se consiguió a través de las 
propias burbujas de gas. La temperatura se mantuvo a 25 °C durante todo el 
experimento. Para el seguimiento del reactor se midieron periódicamente las 
concentraciones de los gases (CH4, CO2 y O2) tanto a la entrada como a la 
salida de ambos reactores.  

El intercambio de líquido de cada biorreactor se realizó de manera manual a 
través de la extracción de 200 mL de caldo de cultivo de cada bio-rreactor con 
una jeringa de 100 mL desde el tubo toma-muestras (Figura 10) y la devolu-
ción 200 mL de MMS fresco a cada reactor, de modo que se renuevan los 
micronutrientes, se mantiene el nivel de líquido dentro del reactor y se evita la 
variación del pH dentro del reactor por evaporación de agua y precipitación de 
las sales. Esos 200 mL extraídos de caldo de cultivo se usaron para realizar 
análisis de sólidos suspendidos totales (SST) (10 mL), determinar el pH (60 
mL), determinar ectoína intracelular y ectoína extracelular (10mL), y determi-
nar concentración de PHAs (2 mL). 

La diferencia entre el modo de operación de ambas condiciones se basó en 
reducir 10 veces la cantidad de magnesio en el MMS, siendo en la primera 
condición de 0.2 g L-1 y en la segunda 0.02 g L-1 de Mg2+.  

 

Tabla 1: condiciones de operación en cada reactor durante la condición 1 

 R1 R2 
Flujo de gas (mL min-1)  47 50 
% CH4 [17] 4 4 
Mg2+ (g L-1) 0.2 0.2 
%NaCl [1] 6 6 
Tª (°C) [1] 25 25 
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Tabla 2: condiciones de operación en cada reactor durante la condición 2 

 R1 R2 
Flujo de gas (mL min-1)  47 50 
% CH4 [17] 4 4 
Mg2+ (g L-1) 0.02 0.02 
%NaCl [1] 6 6 
Tª (°C) [1] 25 25 

 

 

3.2 ENRIQUECIMIENTO, AISLAMIENTO, CARACTERIZACIÓN Y DESCRIPCIÓN DE 
NUEVOS METANÓTROFOS CAPACES DE PRODUCIR ECTOINA 

 

3.2.1 Enriquecimiento y estudios poblacionales previos 
Previamente a este proyecto de investigación, se llevaron a cabo enriqueci-
mientos de nuevos metanótrofos halotolerantes y alcalófilos. Para ello, inócu-
los de varias fuentes alcalinas y salinas se enriquecieron añadiendo metano 
como única fuente de carbono. Después de 6 meses de enriquecimiento, las 
comunidades  obtenidas se estudiaron mediante la técnica de clonaje y los 
resultados obtenidos mostraron: 

a) Enriquecimientos al 3 % NaCl: Este enriquecimiento se confor-
maba principalmente por los órdenes: Thiotricales (46.7 %), 
Methyloccocales (15.6 %), Alteromonadales (14.0%), Flavobacte-
riales (7.8 %) y bacterias no clasificadas (15.9 %).  

 
b) Enriquecimiento al 6 % NaCl: Este enriquecimiento se conforma-

ba principalmente por los órdenes: Xhantomonadales (62.5 %), 
Caulobacterales (12.5 %), Rhodobacterales (6.6 %), Sphingobac-
teriales (2.5 %), Rhizobiales (2.5 %), Tiotrichales (2.5 %), Rhodo-
termales (0.8 %), Methylococcales (1.7 %) y bacterias no clasifi-
cadas (8.4 %). 

 

3.2.2 Químicos y medio mineral salino usado en los experimentos de aisla-
miento 
El medio utilizado en todos los casos fue el medio de Kalyuznaya y col. (2008) 
mencionado en el apartado anterior, pero en este caso se añadió una solu-
ción de vitaminas concentrada, para fomentar el crecimiento de aquellos mi-
croorganismos que carecieran de la ruta enzimática de ciertos aminoácidos, 
así como una aportación extra de calcio (solución 3B) necesaria para el cre-
cimiento de muchos microorganismos [4]. Para las botellas de pH=9 y 10 se 
añadieron 3.4 mL de una solución preparada de sales esterilizadas descritas 
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en el apartado anterior (50 mL de NaHCO3, 5 mL de Na2CO3 y 20 mL de buffer 
de fosfato) que actuaba de buffer fosfato/carbonato. Para el ajuste de pH de 
las botellas se añadieron 550 µL de NaOH estéril a 50 mL de solución pH 7 
para conseguir pH 8, y 750 µL de NaOH estéril a 50 mL de solución pH 9 para 
conseguir pH 10. 

Solución 3B CaCl2 · 2H2O 11g 
 Agua destilada tipo II Enrasar a 1000mL 
   
 

Solución de vitaminas: 

Biotina 20 mg 
Nicotinamida  200 mg 
Ácido para-aminobenzoico  100 mg 
Ácido pantoténico  100 mg 
Agua destilada tipo II Enrasar a 318 mL 

 
 

3.2.3 Aislamiento y selección de nuevos microorganismos 
Para el aislamiento de nuevos microorganismos las poblaciones crecidas al 3 
y 6 % de NaCl se cultivaron en placas por el método de extensión en placa 
con asa de Digarlski, por el cual las muestras diluidas se sembraron directa-
mente en la superficie de placas Petri en las que previamente se había aña-
dido MMS al 6 % NaCl con 15 % (g/v) de agar bacteriológico. Las placas se 
incubaron con 10 % de metano en una cámara de crecimiento durante 20 
días. Tras el crecimiento se llevó a cabo el picado de colonias, por el cual las 
colonias crecidas se introdujeron en 400 tubos de ensayo con MMS y CH4 y se 
crecieron. Las colonias crecidas en tubos de ensayo capaces de degradar 
metano y producir ectoína se seleccionaron para este estudio. 

 

3.2.4 Purificación de aislados 
Las colonias capaces de degradar metano y producir ectoína se cultivaron en 
placas de Petri (6 % NaCl y agar (15% v/v)) por la técnica de estriado (Figura 
11) con el objetivo de conseguir colonias puras. Dichas placas se incubaron 
en una cámara de crecimiento con un 10 % de CH4 durante 15 días y poste-
riormente se procedió al picado de colonias. Éstas se introdujeron en botellas 
estériles de 120 mL con MMS 6 % NaCl y CH4 (10 % v/v) selladas con septum 
de butilo para gases y tapas de aluminio y se dejaron crecer durante 30 días. 
Se controlaron los niveles de oxígeno, metano y dióxido de carbono en el es-
pacio de cabezas de las botellas después de inocularlas mediante la toma de 
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muestras de gases con jeringas herméticas de gases y su medición en un 
cromatógrafo de gases GC-TCD.  

 

Figura 11. Cultivo por estriado [81] 

Para caracterizar cada colonia crecida se concentró la biomasa 5 veces y se 
extrajo el ADN de cada colonia utilizando el protocolo descrito en el manual 
de Fast DNA Spin Kit para Soil (MP Biomedicals, LLC). Los genes de 16S rRNA 
bacterianos se amplificaron completamente (1452 pb) mediante la reacción 
en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando los cebadores 27-F y 1492-R 
(Anexo III.II). La mezcla de PCR (50 μL) contenía 2 μL de cada cebador, 25 μL 
de mezcla de reacción BIOMIX Bioline (USA) (Anexo III.I), 2 μL del ADN extraído 
y agua Milli-Q hasta el volumen final. La PCR se realizó en un termociclador 
iCycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) con el siguiente programa de ter-
mociclaje para la amplificación bacteriana: 1 ciclo de 5 minutos de acondicio-
namiento a 94°C, 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 1 minuto, 
30 ciclos de unión de los cebadores a 52°C durante 1 minuto, 30 ciclos de 
polimerización a 72°C durante 3 minutos y 1 ciclo de polimerización final a 
72°C durante 5 minutos. Posteriormente se llevó a cabo una electroforesis en 
gel de agarosa (1%) (90 v, 50 MIN) en la que se tiñó dicho gel por adición del 
tinte específico de ácidos nucleicos GelRed (Biotium, USA). Las bandas espe-
cíficas de PCR se detectaron mediante un transiluminador de longitud de on-
da ultravioleta 254 – 312 nm (Sigma – Aldrich, USA). Para confirmar la pureza 
de los aislados por secuenciación sanger de las bases del ADN del ARNr 16S 
de bacteria se enviaron a Secugen S.L (Madrid) las muestras de ADN de cada 
aislado. 
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Periódicamente, además, se hicieron PCRs en el laboratorio para amplificar el 
ADN de los microorganismos y sucesivamente corroborar por secuenciación la 
pureza de los aislados mediante secuenciación sanger de alta pureza (Secu-
gen S.L (Madrid)).  

 

3.2.5 Caracterización de nuevos aislados metanótrofos. 
Para caracterizar los aislados obtenidos se llevaron a cabo estudios de opti-
mización de temperatura, pH, salinidad y una prueba para determinar las 
fuentes de carbono usadas por dichos aislados (DAPI 50). 

 

 Experimento en lote para optimizar el pH, temperatura y salinidad de 
crecimiento de los nuevos aislados metanótrofos 

Se llevaron a cabo 3 ensayos diferentes, un ensayo de optimización de tem-
peratura (25, 30 y 37°C), un segundo ensayo de optimización de pH (7, 8, 9 y 
10), un tercer ensayo de halotolerancia (3% y 6% de NaCl). Para ello, en bote-
llas de 120 mL (2x réplicas) se adicionaron 50 mL de MSM, se cerraron las 
botellas con septum de butilo y tapas y se añadió metano en el espacio de 
cabezas con una jeringa hermética para gases (10% v/v). Las botellas se es-
terilizaron a 121°C y 1.2 atm durante 20 minutos. Posteriormente, se inocu-
laron los aislados en condiciones estériles. Todas las botellas se mantuvieron 
en agitación a 200 rpm a sus temperaturas de crecimiento correspondientes 
y se midieron los gases CH4, CO2 y O2 periódicamente en un GC-TCD con jerin-
gas estériles, exclusivas para cada aislado. A través de esto se obtuvieron 
tasas de eliminación de metano y se determinaron las condiciones óptimas 
de crecimiento de cada aislado, así como la producción de ectoína. 

 Prueba API 50CH y API 20A 
Para la determinación de caracteres fenotípicos y de la actividad enzimática 
de los diferentes aislamientos bacterianos también se usó un sistema estan-
darizado de identificación API 50 CH, un sistema para el Estudio de la Fer-
mentación de 49 Azúcares y el sistema API 20 A que permite estudiar rápida y 
fácilmente 21 caracteres destinados a la identificación bioquímica de las bac-
terias anaerobias. Una vez se alcanzó suficiente biomasa activa, los biotipos 
bacterianos de los aislados se determinaron siguiendo el protocolo de ambas 
pruebas bioquímicas. Para ello cada cepa específica se resuspendió en el 
medio de cada prueba estandarizada y se procedió a la inoculación de las 
galerías añadiendo 100 µL de la suspensión (evitando la formación de burbu-
jas y el rebose del tubo) en cada tubo para el test específico. Se cerró cada 
cámara de incubación y se colocaron a la temperatura óptima de crecimiento 
de cada bacteria, anotando los resultados pasadas 24, 48, 72 y 96 h. En el 
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caso de la prueba API 20A para mantener una atmósfera anaerobia durante 
el experimento se selló cada tubo por adición de aceite de silicona 200 cSt. 

 

3.3 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 

3.3.1 Monitorización de las concentraciones de CO2 y CH4  
Las concentraciones de CO2, CH4 y O2, tanto en la corriente de entrada a cada 
reactor como en la de salida, se determinaron en un cromatógrafo de gases 
Bruker 430 GC-TCD (Palo Alto, EE.UU.) equipado con un CP-Molsieve 5A (15 m 
x 0.53 µm x 15 µm) y un CP-PoraBOND Q (25 m x 0.53 µm × 10 µm) de co-
lumna. Las temperaturas del horno, inyector y del detector se mantuvieron a 
45 °C, 150 °C y 200 °C, respectivamente. Se utilizó helio como gas portador 
a 13.7 mL min-1 [1].  

Estos datos fueron utilizados en el experimento de los biorreactores de burbu-
jeo en continuo para estudiar la capacidad de eliminación de CH4 (CE, g h-1m-

3), la eficiencia de eliminación de CH4 (EE, %) y la producción total de CO2 (PT 
CO2, g h-1m-3), parámetros comúnmente utilizados en ensayos de reactores en 
continuo. La manera de determinar estos parámetros es la representada en 
las siguientes fórmulas [82]: 

𝐶𝐸 =
([𝐶𝐻ସ]௘ − [𝐶𝐻ସ]௦) · 𝑄

𝑉
 

 

Ecuación 1 

 

𝐸𝐸 =
[𝐶𝐻ସ]௘ − [𝐶𝐻ସ]௦

[𝐶𝐻ସ]௘
· 100 

 

Ecuación 2 

 

𝑃𝑇 𝐶𝑂ଶ =
([𝐶𝑂ଶ]௘ − [𝐶𝑂ଶ]௦) · 𝑄

𝑉
 

 

Ecuación 3 

 

 

3.3.2 Medida de SST 
Los SST se midieron de acuerdo a los métodos estándar [83][1]. 

 

3.3.3 Análisis de ectoína intracelular 
Para la determinación de la ectoína intracelular, se procedió a la rotura celu-
lar, tanto física como química, y a la solubilización de la ectoína en el medio 
de extracción. Para ello, 1.5 mL del caldo de cultivo se centrifugaron en tubos 
Eppendorf de 1.5 mL a 9000 g y 4°C durante 15 minutos, tras lo cual se 
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desechó el sobrenadante y se añadieron 25 ± 5 mg de perlas de zirconia 
/sílice de 0.1 mm de diámetro (BioSpec, España) y 1.5 mL de etanol al 70%. 
Tras esto, las células bacterianas se rompieron en un Mini-BeadBeater-16 
(BioSpec, España) durante 1 minuto, dejando la suspensión toda la noche a 
temperatura ambiente. La suspensión se centrifugó a 9000 g y 4°C durante 
15 minutos. Posteriormente fue filtrada con filtros de 0.22 µm (Filter-lab, Bar-
celona) en viales de HPLC. La concentración de ectoína se determinó por 
HPLC-UV en un HPLC 717 plus con muestreo automático (Waters, Bellefonte, 
EEUU) acoplado con un Dual UV λ absorbancia detector (Waters, Bellefonte, 
detector EEUU) a 210 nm utilizando un AQ LC-18 + columna C Supelcosil (Wa-
ters, Bellefonte, EEUU) y un C18 AQ + pre-columna (Waters, Bellefonte, EEUU). 
Como fase móvil se utilizó un tampón de fosfato consistente en 0.1824 g de 
K2HPO4 · 3H2O y 2.15 g de Na2HPO4 · 12 H2O en 1 L de agua destilada tipo II, a 
25 °C y un caudal de 1 mL min-1. La cuantificación de ectoína se llevó a cabo 
realizando una curva patrón con distintas concentraciones conocidas de ec-
toína pura (comprada en Sigma Aldrich, EEUU) y las áreas detectadas por el  
HPLC, además se determinaron los límites de detección y cuantificación con-
siderando aceptables valores de ratio de señal y ruido de 2:1 y 10:1 respecti-
vamente (el límite de detección es la menor concentración de sustancia a 
analizar que es capaz de detectar el equipo, mientras que el límite de cuanti-
ficación es la mínima concentración de sustancia a analizar para la cual el 
equipo da un resultado fiable teniendo en cuenta el ruido). La concentración 
de ectoína intracelular específica (mg ectoína g biomasa-1) se calculó utilizan-
do la concentración de SST (g L-1) del caldo de cultivo correspondiente. 

3.3.4 Análisis de ectoína extracelular 
Para la determinación de la ectoína extracelular se filtraron 1.5 mL del caldo 
de cultivo con filtros de 0.22 µm (Filter-lab, Barcelona) en viales de HPLC. El 
equipo utilizado para analizar la ectoína es el mismo que el utilizado para el 
análisis de la ectoína intracelular [1]. 

3.3.5 Análisis de PHAs 
Se detectaron PHAs a partir de 1.5 mL de muestra de caldo de cultivo, las 
cuales se centrifugaron durante 5 minutos a 13000 rpm, procesándose pos-
teriormente según López y col. (2016) [84]. Los PHAs extraídos de las mues-
tras se midieron en un GC-7820A unido a un MSD-5977E (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, EE.UU.) y equipado con una columna de DB-cera (30 m × 
250 µm × 0.25 µm). Las temperaturas del detector y del inyector se mantu-
vieron a 250°C. La temperatura del horno se mantuvo inicialmente a 40°C 
durante 5 minutos, posteriormente se aumentó a razón de 10°C min-1 hasta 
alcanzar 200°C y se mantuvo a esta temperatura durante 2 minutos. Final-
mente, la temperatura del horno se incrementó hasta 240°C a una velocidad 
de 5°C min-1. El contenido de PHA (% wt, g de PHA  g SST-1) de las muestras y 
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las fracciones de HB y HV de los PHA (% moles) eran referidos a la concentra-
ción inicial de biomasa de la muestra. 

 

3.3.6 Análisis de EPSs 
Para determinar la presencia de exopolisacáridos se pesaron eppendorf de 2 
mL (previamente secados en estufa a 55°C). A dichos eppendorf se añadió 
0.5 mL del sobrenadante obtenido tras centrifugar 2 mL de caldo de cultivo a 
9000 g durante 15 minutos (en duplicado) y 1.5 mL de etanol (70 % v/v) con 
el fin de precipitar los EPSs.  Esta mezcla se dejó reposar 24 horas, se centri-
fugó (10000 rpm durante 20 minutos) y se eliminó el sobrenadante. Poste-
riormente se procedió a la evaporación del líquido sobrante y secado comple-
to del eppendorf durante 24 horas a 55 °C en estufa, tras lo cual, pasado ese 
tiempo, se procedió al pesado de dichos eppendorf. 

 

3.3.5 Tratamiento de datos 
Los errores típicos de las muestras se han calculado como la desviación es-
tándar de las repeticiones.  

𝜎 = ඨ
∑ (𝑋௜ − 𝑋ത)ଶ௡

௜ୀଵ

𝑁
 

Ecuación 4 
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4.1 BIORREACTORES OPERADOS EN CONTINUO PARA LA ELIMINACIÓN 
DE CH4 COMBINADA CON LA PRODUCCIÓN DE ECTOÍNA, PHA Y EPSs EN 
DIFERENTES CONDICIONES RESTRICTIVAS DE Mg2+. 

 

El objetivo de esta parte de la investigación fue determinar la degradación de 
metano unida a la producción en estado estacionario de ectoína intracelular y 
extracelular, EPSs y PHAs por microorganismos metanótrofos (se consideró 
estado estacionario cuando las medias de las eliminaciones de degradación 
variaban menos de un 2 %). Además, con el fin de optimizar la producción de 
dichos compuestos se usaron diferentes condiciones de operación basadas 
en la modificación de la concentración de un nutriente esencial, en este caso 
el magnesio. Para ello se operaron dos reactores de columna por burbujeo 
con un 6% de NaCl, e inoculados uno de ellos con Methylomicrobium alcalip-
hilum 20Z (R1) y otro con un consorcio de bacterias (R2).  

 

4.1.1 Producción de ectoína intracelular y extracelular  
Durante la condición de operación con 0.2 g Mg2+ L-1 (condición 1) la produc-
ción de ectoína en estado estacionario se muestra en la Figura 12. Los valo-
res medios de ectoína intracelular mostraron diferencias significativas entre 
ambos reactores, siendo en R1 de 94.5 ± 18.2 mg ectoína g biomasa-1, mien-
tras que en R2 se detectó una producción media de ectoína de 73.2 ± 6.3mg 
ectoína g biomasa-1. 

La producción de ectoína intracelular media durante la operación de ambos 
reactores con una concentración de Mg2+ de 0.02 g L-1 (condición 2) se mues-
tra en la Figura 12. En este caso, se detectó una producción de ectoína intra-
celular de 53.02 ± 13.7 mg ectoína g biomasa-1 en R1, mientras que R2 al-
canzó valores de 55.9 ± 11.2 mg ectoína g biomasa-1, no observándose una 
diferencia significativa en dicha producción. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, Methylomicrobium alcaliphilum 20Z 
produce mayores concentraciones de ectoína que el consorcio en condiciones 
óptimas de nutrientes. Además, los valores de ectoína intracelular obtenidos 
en la condición 2 fueron menores que en la condición 1, independientemente 
del cultivo utilizado, probablemente debido al importante papel del magnesio 
en la ruta metabólica de la producción de ectoína [40]. Es de destacar que los 
valores de ectoína intracelular obtenidos en este estudio en ambos reactores 
fueron superiores en todos los casos a los obtenidos en estudios previos lle-
vados en continuo en tanques agitados de mezcla perfecta inoculados con 
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z [12], donde los valores de ectoína alcan-
zados fueron de 37.4 ± 3.8 mg de ectoína g biomasa-1 (empleando 4% de 
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CH4, 25°C, 6% de NaCl, 50 µM de Cu2+ y una agitación de 300 rpm). Esta di-
ferencia posiblemente se deba al estrés mecánico causado por los tanques 
de mezcla perfecta en comparación con los reactores de columna por burbu-
jeo usados en este estudio, que parecen más apropiados para el crecimiento 
de Methylomicrobium alcaliphilum 20Z.  
 

Otros estudios realizados de producción de ectoína con bacterias heterótrofas 
han mostrado producciones de hasta 160 mg de ectoína g biomasa-1 con 
Brevibacterium epidermis (1M NaCl, extracto de levadura de glutamato sódico 
como fuente de carbono), 150 mg de ectoína g biomasa-1 con Brevibacterium 
sp.  (2M NaCl, extracto de levadura polipéptida como fuente de carbono) y 
valores de producción de ectoína de 155 mg de ectoína g biomasa-1 usando 
Halomonas elongata (0.5M NaCl, utilizando como fuente de carbono glutama-
to sódico)[40]. A pesar de que los valores de producción de ectoína obtenidos 
por bacterias heterótrofas son mayores que los obtenidos hasta el momento 
por organismos metanótrofos, estos procesos poseen un alto coste debido a 
la fuente de carbono utilizada, así como a los altos niveles de oxígeno reque-
ridos. En este contexto, la producción de ectoína por microorganismos me-
tanótrofos ofrece la posibilidad de un nuevo concepto de biorrefinería proce-
dente de una fuente de carbono gratuita y cuya eliminación beneficia al medio 
ambiente.  

Durante el período de operación los análisis de ectoína extra-celular no reve-
laron existencia del subproducto en el caldo de cultivo. A pesar de que  otros 
estudios han demostrado la producción de ectoína extracelular por M. alca-
liphilum 20Z, parece ser que la excreción de ectoína por la célula al medio 
requiere de altas concentraciones de metales disueltos en el caldo de cultivo, 
especialmente de cobre (25µM) [12].  
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Figura 12. Producción de ectoína intracelular en estado estacionario en las diferentes condiciones de 
operación en el biorreactor Methylomicrobium (R1, gris oscuro) y en el biorreactor consorcio (R2, gris 
claro). Las líneas verticales representan el error típico de las réplicas. 

 

4.1.2 Producción de PHAs 
Durante la primera condición de operación (0.2 g L-1 Mg2+), la concentración 
de PHAs (PHB-PHV) media que se alcanzó en R1 tomó valores de 1.30 ± 0.2 
mg PHAs L-1 (1.08 ± 0.3 mg PHB g biomasa-1), mientras que en el reactor con-
sorcio las concentraciones encontradas fueron estadísticamente superiores 
siendo 2.02 ± 0.3 mg PHAs L-1 (1.44 ± 0.3 mg PHAs g biomasa-1). En condi-
ciones restrictivas de magnesio (0.02 g L-1 Mg2+), la concentración de PHAs 
media que se obtuvo en R1 fue 1.04 ± 0.4 mg PHAs L-1 (0.62 ± 0.1 mg PHAs g 
biomasa-1), mientras que R2 alcanzó una concentración 2 veces mayor e igual 
a 2.56 ± 0.5 mg PHAs L-1 (2.1 ± 0.3 mg PHAs g biomasa-1) (Figura 13). Inde-
pendientemente de la concentración de magnesio utilizada, el consorcio pro-
dujo altas concentraciones de PHAs en comparación con las producidas por 
M. alcaliphilum 20Z. Una mayor producción de PHAs en el consorcio era de 
esperar teniendo en cuenta que se trata de una población mixta. Además, 
menores concentraciones de magnesio fomentaron la producción de más 
PHAs, ya que se tratan de formaciones biopoliméricas que aparecen cuando 
hay escasez de algún nutriente esencial en el medio [47][48].  
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En el caso de los PHVs, no se detectaron estos compuestos teniendo en cuen-
ta los límites de detección del GC-masas.  

La bacteria por excelencia utilizada en la industria para la producción de 
PHBs ha sido Alcaligenes eutrophus ya que es capaz de producir un 50 % en 
masa de PHBs de alto peso molecular. Otras bacterias como Bhurkoldenia 
(150 mg PHB g biomasa-1), Azotobacter vinelandii (34.9 mg PHB g biomasa-1) 
y Pseudomonas sp. (32 mg PHB g biomasa-1) están tomando también una 
gran importancia en el mercado de los bioplásticos por sus altas produccio-
nes de PHBs de calidad [86]. En el caso de los metanótrofos, son los metanó-
trofos tipo II por excelencia los productores de PHBs, como es el caso de 
Methylosinus trichosporium con producciones de hasta un 40% g g-1 y Methy-
locystis sp. con 51% g g-1 bajo condiciones de limitación de nitrógeno [87].  

A pesar de que los valores obtenidos en este estudio son menores que los 
hallados en estudios con otros metanótrofos, es importante destacar de esta 
investigación que por primera vez se ha mostrado producción de PHBs con 
metanótrofos no considerados de tipo II.  

 

 

Figura 13: Concentraciones obtenidas de polihidroxialcanoatos en estado estacionario en las diferentes 
condiciones de operación en el biorreactor Methylomicrobium (R1, gris oscuro) y en el biorreactor con-
sorcio (R2, gris claro). Las líneas verticales representan el error típico de las réplicas. 
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4.1.3 Producción de EPS 
La producción de exopolisacáridos que se observó en estado estacionario 
durante las dos condiciones de estudio se muestra en la Figura 14. La con-
centración media obtenida durante la primera condición de operación (0.2 g 
Mg2+ L-1) en R1 fue 2150 ± 357 mg L-1, mientras que R2 alcanzó concentra-
ciones en las mismas condiciones de 2300 ± 608 mg L-1. Los valores obteni-
dos de concentraciones en la operación con 0.02 g L-1 de magnesio en condi-
ciones estacionarias fueron de 1320 ± 467 mg L-1 por R1 y, 1000 ± 179 mg 
L-1 por R2. 

Como se muestra en la Figura 14, durante la segunda condición de operación 
(0.02 g L-1 de magnesio) en la que se suministró menos magnesio, las con-
centraciones alcanzadas en R2 fueron menores que las obtenidas durante la 
primera condición (0.2 g L-1 de magnesio), de modo que su producción se ve 
afectada por la presencia de magnesio en el medio. Estos resultados pueden 
atribuirse a que el Mg+2 interviene en procesos bioquímicos en las ruta de la 
producción y excreción de polisacáridos [88]. Investigaciones realizadas por 
Hernández y col. (2015), hallaron concentraciones de EPS de 5.2 ± 2.5 mg 
L−1 [89], mientras que Kiliç y col. (2008) obtuvieron producciones de 863.3 
mg L-1 para Pseudomonas aeruginosa (pH=7, 96 horas de incubación, 50 mg 
Cr6+ L-1, 20 °C), 444.6 mg L-1 para Micrococcus sp. (pH=7, 72 horas de incu-
bación, 100 mg Cr6+ L-1, 20 °C) y 430.5 mgL-1 para Ochrobactrum sp (pH=8, 
48 horas de incubación, 150 mg Cr6+ L-1, 30 °C) [90]. Los valores obtenidos 
en esta investigación son muy elevados respecto al resto de investigaciones. 
Teniendo en cuenta la alta concentración salina utilizada, el límite de detec-
ción del método de análisis de EPS fue de 600 mg EPS L-1. Por lo tanto, los 
resultados obtenidos en este estudio nos sirven para confirmar la producción 
de EPSs en ambos reactores y para dilucidar la importancia del magnesio en 
su producción, pero no nos permite hacer un estudio cuantitativo y compara-
tivo estadísticamente relevante.   



 

                         Capítulo 4. Resultados y discusión 

42 
 

 

 

Figura 14: Concentraciones obtenidas de exopolisacáridos en estado estacionario en las diferentes 
condiciones de operación en el biorreactor Methylomicrobium (R1, gris oscuro) y en el biorreactor con-
sorcio (R2, gris claro). Las líneas verticales representan el error típico de las réplicas. 

 

4.1.4 Parámetros operacionales 
 

 Capacidad de eliminación (CE) y producción de CO2 (PTCO2) 
 

La capacidad de eliminación de R1 fue de 16.01 ± 3.12 g CH4 h-1 m-3 durante 
el estado estacionario trabajando con 0.2 g L-1 de magnesio, mientras que la 
de R2 fue de 16.97 ± 1.36 g CH4 h-1 m-3 en las mismas condiciones (Figura 
15). Por otro lado, referida a la misma condición de operación anterior, la 
producción total de CO2 de R1 fue de 37.15 ± 0.85 g CO2 h-1 m-3 y en el caso 
de R2 alcanzó valores de 33.68 ± 0.9 g CO2 h-1 m-3 (Figura 16) 

En la segunda condición (0.02 g L-1 Mg2+) se obtuvieron CE de 18.57 ± 2.99 g 
CH4 h-1 m-3 y 15.15 ± 1.46 g CH4 h-1 m-3 en R1 y R2 respectivamente (Figura 
15), mientras que la PTCO2 fue de 27.22 ± 1.1 y 23.38 ± 1.3 g CO2 h-1 m-3 en 
ambos reactores (Figura 16). 

De acuerdo a los resultados obtenidos, el magnesio no pareció tener un papel 
determinante en las capacidades de eliminación del metano. A pesar de que 
se esperaba una mayor eliminación en R2 al aumentar la biodiversidad en los 
reactores, conllevando un aumento en la resiliencia, es decir, un aumento en 
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la capacidad de la población de absorber perturbaciones, los resultados ob-
tenidos mostraron que no hubo diferencias significativas entre ambos reacto-
res. Por otro lado, aunque la producción de CO2 fue más alta en M. alcalip-
hilum 20Z, esto seguramente se deba a que la asimilación de carbono en el 
consorcio fue más focalizada hacia la producción de metabolitos secundarios 
(como PHAs y EPSs) y biomasa. En otros estudios realizados con M. alcalip-
hilum 20Z los valores de CE alcanzados fueron mucho menores que en esta 
investigación (5.0 ± 1.0 g CH4 h-1 m-3 (6 % NaCl, reactor de tanque agitado 
inoculado con M. alcaliphilum 20Z, con agitación 600 rpm y 0.05 µM Cu2+)). 
Estos resultados se deban seguramente al tipo de reactor utilizado y las altas 
tasas de agitación mecánica implementadas en estudios anteriores [12]. Es 
importante destacar que las producciones de CO2 halladas en estos estudios 
anteriores son mayores que las que cabría esperar estequiométricamente con 
tales eliminaciones de metano, lo que demuestra que el metabolismo de M. 
alcaliphilum 20Z  deriva una gran cantidad de carbono a la producción de CO2 
[80]. 

  

 

Figura 15: Capacidad media de eliminación de metano alcanzada en estado estacionario en las diferen-
tes condiciones de operación en el biorreactor Methylomicrobium (R1, gris oscuro) y en el biorreactor 
consorcio (R2, gris claro). Las líneas verticales representan el error típico de las réplicas. 

 



 

                         Capítulo 4. Resultados y discusión 

44 
 

.  

 

Figura 16: Producción media de CO2 en estado estacionario en las diferentes condiciones de operación 
en el biorreactor Methylomicrobium (R1, gris oscuro) y en el biorreactor consorcio (R2, gris claro). Las 
líneas verticales representan el error típico de las réplicas 

 

 Eficiencia de eliminación (EE) 
La Figura 17 representa la eficiencia de eliminación de cada biorreactor en 
cada condición de operación. Durante la operación con una concentración de 
0.2 g L-1 de magnesio, la EE media en R1 fue de 26.08 ± 5.00 % en estado 
estacionario, siendo de 26.95 ± 4.06 % en R2 en las mismas condiciones 
operacionales. Respecto a la segunda condición (0.02 gL-1 de magnesio), el 
valor alcanzado de EE en R1 fue 31.22 ± 4.22 %, mientras que en R2 llegaron 
a tomarse valores medios en estado estacionario de 26.20 ± 2 %. 

Al igual que en la CE, los valores de EE no mostraron diferencias significativas 
trabajando a diferentes concentraciones de magnesio.  

La eficiencia de eliminación obtenida para ambos reactores, al igual que su 
capacidad de eliminación, no fue muy alta en comparación al 57 ± 1 % con-
seguido en reactores similares inoculados con metanótrofos [80]. Sin embar-
go, estos organismos son capaces de rentabilizar el proceso de degradación 
de metano al producir altas concentraciones de sustancias de alto valor aña-
dido, principalmente ectoína y PHAs. 
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Figura 17: Eficiencia de eliminación media de CH4 en estado estacionario en las diferentes condiciones 
de operación en el biorreactor Methylomicrobium (R1, gris oscuro) y en el biorreactor consorcio (R2, 
gris claro). Las líneas verticales representan el error típico de las réplicas 

 

 

4.2 ENRIQUECIMIENTO, AISLAMIENTO, CARACTERIZACIÓN Y DESCRIPCIÓN DE 
NUEVOS METANÓTROFOS CAPACES DE PRODUCIR ECTOINA 
 

4.2.1 Aislamiento, selección y purificación de nuevos microorganismos 

Los microorganismos que se plaquearon por estriado y se crecieron en pre-
sencia de metano se identificaron por la amplificación y secuenciación del 
ADN 16S rARN (Figura 18). 
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Figura 18: Identificación de aislados mediante técnica PCR. 

Por su pureza al analizar su secuencia, su contenido en G-C % y su interés 
filogenético se seleccionaron para trabajar con ellos los aislados G e I (Tabla 
3, ANEXO III.VIII).  

 

4.2.1.1 Alishewanella:   
La secuencia del gen 16S rARN del aislado I mostró una similaridad del 98-99 
% con otras especies del género Alishewanella por lo que se puede determi-
nar que pertenece a dicho género, pero es una especie no descubierta hasta 
el momento. El género Alishewanella fue descubierto en el año 2010, se trata 
de bacterias que aparecen en ambientes heterogéneos; como la biota intesti-
nal, suelo o sedimentos oceánicos. Pertenece a la familia Alteromonadaceae, 
orden Alteromonadales y clase Gammaporteobacteria y hasta el momento no 
se habían determinado como metanótrofas o metilótrofas. 

 

- Morfología:  

De acuerdo a las imágenes tomadas con microscopía de contraste de fases 
del aislado puro Alishewanella sp. es una bacteria con morfología de coco y 
que tiende a mantenerse unida tras la división celular con la nueva célula 
hija, observándose en general en grupos de 2 ó 4 células (Figura 19).  
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Figura 19: Dos células del género Alishewanella unidas tras la división celular. Imagen obtenida a tra-
vés de microscopía de contraste de fases. 

 

- pH óptimo de crecimiento 
En las Figuras 27, 28, 29 y 30 (ANEXO III.III) se muestra la evolución temporal 
de la concentración de CH4 y CO2 en cada botella a cada pH correspondiente. 
Se determinó que el pH óptimo de crecimiento de Alishewanella es 9, obte-
niéndose mayor biomasa a este pH y cuya tasa de degradación de metano 
específica fue 0.12 g CH4 m-3 h-1. Los ensayos con pH 10, a pesar de oxidar 
CH4 inicialmente, paran su actividad pasado un tiempo, por lo que se descar-
ta como pH óptimo para esta investigación a pesar de que la tasa de degra-
dación es superior a las demás (Tabla 4). Además, del resto de ensayos se ha 
determinado que esta bacteria crece mejor a pHs alcalinos de entre 8 y 10, 
por lo que se puede considerar una bacteria alcalotolerante o incluso alcalófi-
la, para lo que serían necesarios ensayos con mayores rangos de pHs [4][81].   

 

Tabla 4: Tasas de degradación de metano a cada pH en Alishewanella. 

 
pH 

 
7 8 9 10 

Tasa degradación 
CH4 (g CH4 m-3 h-1) 

0,088 0,124 0,122 0,228 
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-Temperatura óptima de crecimiento 
En las figuras 31, 32 y 33 (ANEXO III.IV) se representan las concentraciones 
de metano y dióxido de carbono a lo largo del tiempo para unas temperaturas 
de crecimiento de 25, 30 y 37 °C respectivamente. Para el aislado Alishewa-
nella, la temperatura de crecimiento óptima se encuentra entre 25 y 30 °C 
(figuras 31 y 32 ANEXO III.IV). Sin embargo, a 37°C la actividad de estos mi-
croorganismos cesa, siendo incapaz de oxidar CH4. Acorde a esta determina-
ción, la nueva especie del género Alishewanela se puede determinar cómo 
mesófila.  

 

- Producción de ectoína 
Se determinó que Alishewanella sp. no es productor de ectoína. 

 

-API 50CH y API 20A 
El desarrollo de la prueba API 50CH pasadas 24, 48 (Figura 20), 72 y 96 ho-
ras (Figura 21) y de API 20 pasadas 24 horas (Figura 20) y 48 horas (Figura 
21) se describe a continuación. Durante los dos primeros días no se percibie-
ron cambios en P1, produciéndose éstos al tercer y cuarto día, y se apreció, 
en caso de reacción positiva, un color amarillento en las galerías (Figura 21). 
Debido al tiempo de degradación en Alishewanella, se observaron como fuen-
tes más asimilables los azúcares GLY, ERY, LARA, DXYL, GLU, FRU, MNE, MAN, 
ESC, CEL, MEL, MLZ, RAF y GLYG, aunque también posee las enzimas para la 
degradación de los azúcares DARA, RIB, ADO, RHA, INO, SOR, MDG, AMY, TRE, 
TUR, LFUC y DARL (Tabla 5) (ver ANEXO III.VII para la definición de cada uno 
de los compuestos). 

Los resultados en todos los casos negativos de la prueba API 20A demostra-
ron, excepto para urea y para el GEL, que Alishewanella sp. es una bacteria 
aerobia estricta (Tabla 6) 
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Figura 20. Prueba API 50CH (cámaras anaerobias de color rojo) para Alishewanella y Halomonas tras la 
inoculación de las galerías. Las pruebas API 20A (en la esquina izquierda superior) tras la inoculación 
de las galerías. 

 

 

Figura 21. Pruebas API 50CH (cámaras anaerobias de color amarillo y rojo) para Alishewanella y Halo-
monas pasadas 96 horas desde la inoculación delas galerías. Las pruebas API 20A (en la esquina iz-
quierda superior) tras 48 horas desde la inoculación de las galerías. 
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Tabla 5. Evolución temporal en la prueba API 50CH en Alishewanella. En la tabla de resultados se mar-
caron con símbolo (+) las reacciones positivas y con símbolo (-) las reacciones nulas 

Alishewanella 

  0
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AR

A 
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R

A 
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IB

 

D
XY

L 

LX
YL
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O
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U
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24 horas - - - - - - - - - - - - - - 
48 horas - - - - - - - - - - - - - - 
72 horas - + + - + - + - - - - + + + 
96 horas - + + + + + + - + - - + + + 
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  S
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L 
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R
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D

M
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D
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Y 
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B
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C
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24 horas - - - - - - - - - - - - - - 
48 horas - - - - - - - - - - - - - - 
72 horas - + - - + - - - - - - + - + 
96 horas - + - + + + - + - + - + - + 

Alishewanella 

  M
AL
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C
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S
AC
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E 

IN
U

 

M
LZ

 

R
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D

 

G
LY

G
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T 
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R

 

LY
X 

24 horas - - - - - - - - - - - - - - 
48 horas - - - - - - - - - - - - - - 
72 horas - - + - - - - + - + - - - - 
96 horas - - + - + - + + - + - - + - 

Alishewanella 

  TA
G
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C
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L 

LA
R

L 
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N

T 

2
K

G
 

5
K

G
 

24 horas - - - - - - - 
48 horas - - - - - - - 
72 horas - - - - - - - 
96 horas - + + - - - - 
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Tabla 6. Evolución temporal en la prueba API 20A en Alishewanella. En la tabla de resultados se marca-
ron con símbolo (+) las reacciones positivas y con símbolo (-) las reacciones nulas. 

 

 

 

 

 

 

Alishewanella 
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R
 

R
H

A 
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E 

C
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24 horas - - - - - - - - - - - 
48 horas + - - - - - - - - - - 

 

 

4.2.1.2 Halomonas:   
La secuencia del gen 16S rARN del aislado G mostró una similaridad del 99-
100 % con otras especies del género Halomonas, como consecuencia de este 
resultado, se puede determinar que pertenece a dicho género, aunque es una 
especie no descubierta hasta el momento. El género Halomonas fue descu-
bierto en el año 2011, y son bacterias que aparecen en diferentes ambientes 
como en lagos salinos, océano o en aguas residuales. Pertenece a la familia 
Oceanospirillaceae, orden Oceanospirillales y clase Gammaporteobacteria. 
Hasta el momento no se habían determinado como metanótrofas o metilótro-
fas. 

- Morfología:  

De acuerdo a las imágenes tomadas con microscopía de contraste de fases 
del aislado puro Halomonas sp. es una bacteria con morfología de bacilo y 
que aparece sin formar filamentos como célula individual (Figura 22).  

Alishewanella 
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48 horas - + - - - - - - - - 
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Figura 22: Una célula del género Halomonas. Imagen obtenida a través de microscopía de contraste de 
fases. 

- pH óptimo de crecimiento 
En las Figuras 34, 35, 36 y 37 (ANEXO III.V) se muestra la evolución temporal 
de la concentración de CH4 y CO2 en cada botella a cada pH correspondiente. 
El pH óptimo para degradar metano por Halomonas de forma óptima se de-
terminó que era 9, obteniéndose mayor biomasa a este pH, y cuya tasa de 
degradación de metano específica fue 0.15 g CH4 m-3 h-1. Los ensayos con pH 
10, a pesar de degradar CH4 inicialmente, cesan su actividad pasado un 
tiempo, por lo que se descarta como pH óptimo para esta investigación aun-
que la tasa de degradación es superior a las demás (Tabla 7). Del resto de 
ensayos se ha determinado que esta bacteria crece mejor a pHs alcalinos de 
entre 8 y 10. Por lo que se puede considerar una bacteria alcalotolerante o 
incluso alcalófila, para lo que serían necesarios ensayos con mayores rangos 
de pHs [4][81].   

Tabla 7: Tasas de degradación de metano a cada pH en Halomonas. 

 
pH 

 
7 8 9 10 

Tasa degradación 
CH4 (g CH4 m-3 h-1) 

0,124 0,109 0,154 0,161 

 

-Temperatura óptima de crecimiento 
En las Figuras 38, 39 y 40 (ANEXO III.VI) se representan las concentraciones 
de metano y dióxido de carbono a lo largo del tiempo para unas temperaturas 
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de crecimiento de 25, 30 y 37 °C respectivamente. Para el aislado Halomo-
nas, la temperatura de crecimiento óptima se encuentra a 30 °C (Figura 39 
ANEXO III.VI). Sin embargo, a 25 y 37 °C la actividad de estos microorganis-
mos cesa, siendo incapaz de oxidar CH4. De acuerdo a esta determinación, la 
nueva especie del género Halomonas se puede determinar cómo mesófila.  

- Producción de ectoína: 
Se determinó que el género Halomonas sp. es capaz de producir ectoína.  

-API 50CH y API 20A 
El desarrollo de la prueba API 50CH pasadas 24, 48, 72 y 96 horas y de 
API20 pasadas 24 y 48 horas se muestra a continuación (Tabla 8 y 9 respec-
tivamente) (Figuras 20 y 21). Durante los dos primeros días no se apreciaron 
cambios en P1, produciéndose al tercer y cuarto día, y se observó, en caso de 
reacción positiva, un color amarillento en las galerías (Figura 21). Debido a los 
diferentes tiempos de degradación de azúcares en Halomonas, se observaron 
como fuentes más asimilables los azúcares ESC, MEL, GLYG y TUR, aunque 
también posee enzimas para la degradación de los azúcares GLY, ERY, LARA, 
DXYL, GLU, FRU, RHA, MAN, SOR, MLZ, RAF, LYX, DARL (Tabla 8) (ver ANEXO 
III.VII). Los resultados de la prueba API 20A, en todos los casos negativos, 
demostraron que Halomonas sp. es una bacteria aerobia estricta (Tabla 9) 
(ver ANEXO III.VII). 

 

Tabla 8. Evolución temporal en la prueba API 50CH en Halomonas. En la tabla de resultados se marca-

ron con símbolo (+) las reacciones positivas y con símbolo (-) las reacciones nulas 
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72 horas - - - - - - - - - - - - - - 
96 horas - + + - + - + - - - - + + - 
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Halomonas   

  LY
X 

TA
G

 

D
FU

C
 

D
AR

L 

LA
R

L 

G
N

T 

2
K

G
 

5
K

G
 

24 horas - - - - - - - - 
48 horas - - - - - - - - 
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96 horas - - - - - - - - 

 

 

Tabla 9. Evolución temporal en la prueba API 20A en Halomonas. En la tabla de resultados se marcaron 

con símbolo (+) las reacciones positivas y con símbolo (-) las reacciones nulas 

Halomonas 

  IN
D

 

U
R

E 

G
LU

 

M
AN

 

LA
C

 

S
AC

M
AL

 

S
AL

 

XY
L 

AR
A 

24 horas - - - - - - - - - - 
48 horas - - - - - - - - - - 

Halomonas 

  G
EL

 

G
LY

 

C
EL

 

M
N

E 

M
LZ

 

R
AF

 

S
O

R
 

R
H

A 

TR
E 

C
AT

 

24 horas - - - - - - - - - - 
48 horas + - - - - - - - - - 
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De los resultados obtenidos del estudio de reactores de columna de burbujeo 

en continuo para la producción conjunta de ectoína, polihidroxialcanoatos y 

exopolisacáridos con una concentración al 6% de NaCl y a diferentes concen-

traciones de magnesio se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

 La mayor producción de ectoína intracelular en estado estacionario se 

obtuvo con una concentración de magnesio de 0.2 g L-1. Se observó 

que la disminución de concentración de magnesio en el medio de cul-

tivo afecta negativamente a la producción de ectoína intracelular ya 

que este nutriente tiene presencia en la ruta metabólica de dicho sub-

producto. 

 La mayor concentración de PHBs en estado estacionario se alcanzó en 

el reactor consorcio. Además, la falta de magnesio fomentó la produc-

ción de PHBs. 

 La producción de EPSs se ve favorecida a altas concentraciones de 

magnesio en el medio y fue detectada en mayores concentraciones en 

el reactor consorcio. 

 La capacidad de eliminación, la eficiencia de eliminación y la produc-

ción de CO2 no se vieron influenciadas por la concentración de magne-

sio en el medio.  

Este estudio prueba la importancia de las condiciones de operación, depen-

diendo del subproducto que se quiera sintetizar industrialmente, en concreto 

el efecto que tiene el magnesio en la síntesis de ectoína, exopolisacáridos, y 

polihidroxialcanoatos utilizando microorganismos metanótrofos. 

 

De la evaluación de los ensayos de nuevos aislados metanótrofos se deducen 

las siguientes consideraciones: 

 Se determinó una nueva especie de bacteria perteneciente al género 

Alishewanella, género no determinado hasta ahora como degradador 

de metano. Los estudios realizados de optimización definieron a esta 

nueva especie como mesófila, alcalotolerante, halotolerante, aerobia y 

con morfología cocoide. Además, esta bacteria se identificó como ca-
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paz de degradar ciertos monosacáridos y disacáridos, pero no capaz 

de producir ectoína como osmoprotector. 

 La segunda especie de bacteria determinada pertenece al género Ha-

lomonas, género no reconocido como degradador de metano hasta 

ahora. Los estudios de optimización llevados a cabo determinaron a la 

nueva especie como mesófila, halotolerante, alcalotolerante, aerobia y 

con morfología de bacilo. Esta bacteria se identificó como capaz de 

oxidar determinados monosacáridos y disacáridos y, además, se de-

terminó que era un género capaz de producir ectoína como osmopro-

tector. 
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